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Identyfikacja region6w genomu oraz markerow DNA
zwigzanych z heterozja w heksaploidalnym
pszenzycie ozimym

Identification of genome regions and DNA markers associated with heterosis
in hexaploid winter triticale
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1. FENOTYPOWANIE LINII WSOBNYCH ORAZ LINII DH PSZENZYTA

Celem tematu badawczego w roku 2018 byta ocena plonu analizowanych genotypow
pszenzyta w warunkach do$wiadczenia polowego. Analizowane genotypy pszenzyta
wysiane zostaly jesienig w roku 2017 na poletka doswiadczalne o roéwnej powierzchni,
wynoszacej 2 m’ przy gestosci zasiewu wynoszacej 350 ziarniakéw/m”> w celu analizy
plonu uzyskanego z jednostki powierzchni dla kazdego genotypu. Kazdy obiekt wysiano
w dwoch oddalonych od siebie lokalizacjach. W trakcie sezonu wegetacyjnego rosliny
poddawano zabiegom stosowanym typowo w do$wiadczeniach poletkowych. W fazie
dojrzatosci pelnej rosliny zebrano mechanicznie i okreslona zostata masa ziarniakow
uzyskanych z kazdego poletka, ktora nastepnie przeliczona zostata na plon z 1 m®.
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Pszenzyto

WYNIKI

Dla badanych genotypdéw ozimego pszenzyta heksaploidalnego sredni plon z jednostki
powierzchni (1 m”) w roku 2018 wyniost 0,57 kg/m’. Najnizszy sredni plon uzyskano dla
rodu LD _122/08 (0,18 kg/m®) natomiast najwyzszy dla rodu DC_07063/01 (1,4 kg/m?).

WNIOSKI

— Sredni plon pszenzyta uzyskany w badaniach wyniést 5,7 Mg/ha i byl wyzszy niz
sredni plon uzyskiwany dla tego zboza w warunkach uprawy w Polsce.

— Wynik plonowania uzyskany w drugim roku badan byl nizszy od uzyskanego
w poprzednim sezonie wegetacyjnym, co sugeruje znaczny wplyw warunkow
srodowiska na ceche. Potwierdza to konieczno$¢ uwzglednienia tego czynnika
w szacowaniu efektu heterozji u pszenzyta.

— Analizowane formy pszenzyta charakteryzowaly si¢ bardzo duzym stopniem
zréznicowania pod wzgledem plonowania (od 1,8 do 14 Mg/ha), co potwierdza
wykorzystanie jako material badawczy w projekcie form zrdznicowanych,
charakteryzujacych si¢ zaré6wno niskim, jak i wysokim potencjatem plonowania.

2. GENOTYPOWANIE POPULACIJI MAPUJACYCH RIL

Celem tematu badawczego bylo uzyskanie preparatdw DNA z przeznaczeniem
do analiz technikag DArT dla jednej populacji mapujacej RIL sktadajacych si¢ ze 170
osobnikow, a nastepnie ich wysyltka do firmy Diversity Array Technology Ltd. i analiza
otrzymanych wynikow.

Materiat roslinny w zadaniu stanowita populacja mapujgca rekombinowanych linii
wsobnych (RIL) pszenzyta pokolenia Ss. DNA z przeznaczeniem do analiz technika
DATrT izolowano ze §wiezych lisci badanych roslin. Do izolacji DNA wykorzystano
komercyjny zestaw odczynnikow oparty na oczyszczaniu kwasu nukleinowego na ztozu
w kolumienkach. Wyizolowane preparaty DNA poddane zostaly ocenie jakos$ciowej
iilosciowej za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000, jak réwniez analizie
integralnos$ci przy uzyciu elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. W kolejnym etapie
wszystkie preparaty DNA doprowadzono do jednakowego st¢zenia 100 ng/ul i przestano
do firmy Diversity Array Technology Ltd. (Canberra) w celu wykonania genotypowania
w oparciu o markery DArT.

WYNIKI

W wyniku realizacji zadania dokonano przeksztalcenia surowego zestawu danych
otrzymanych z Diversity Arrays Technology do postaci usystematyzowanego pliku
wsadowego, umozliwiajagcego wykonanie procedury mapowania z wykorzystaniem
dedykowanego oprogramowania. W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 22 018
markerow silicoDArT specyficznych dla poszczegdlnych genotypow populacji S¢
pszenzyta. W obrebie tych markeréw zidentyfikowano 6 228 markeréw SNP.
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Srednia warto$é PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosita 0,402, natomiast
warto$¢ wspolczynnika heterozygotycznosci wyniosta 0,112.

WNIOSKI

— Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wtasnych jest wystarczajacy dla pewnej
1 wiarygodnej oceny zrdznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta
0zimego.

— Wspotczynnik heterozygotycznosci uzyskany w wyniku genotypowania technikg
DATrT dla populacji rekombinowanych linii wsobnych cechuje si¢ relatywnie niska
warto$cig w porownaniu z populacjg materiatdw hodowlanych, co byto obserwacja
oczekiwang.

3. KRZYZOWANIE WYBRANYCH GENOTYPOW, OCENA MIESZANCOW F,
I OSZACOWANIE EFEKTU HETEROZJI.

Celem tematu badawczego w roku 2018 byla ocena plonowania mieszancow F,
uzyskanych w roku 2017 na drodze krzyzowania ze sobg genotypoéw charakteryzujacych
si¢ najwickszym zroéznicowaniem genetycznym, oszacowanym na podstawie analizy
marker6w DNA zlokalizowanych na poszczegdlnych chromosomach pszenzyta oraz
oszacowanie efektu heterozji.

Badane mieszance oraz odpowiednie formy rodzicielskie wysiano na poletka
do$wiadczalne o powierzchni 1 m* przy gestosci wysiewu 350 ziarniakéw/m’. Doswiad-
czenie polowe zatozono w gospodarstwie doswiadczalnym Felin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Efekt heterozji zostat oszacowany na podstawie oceny plonu
z jednostki powierzchni, ktéra zostata wykonana w warunkach doswiadczenia polowego.
Plon mieszancéw F; oceniano zar6wno w poroéwnaniu ze srednig wartoscia dla obu form
rodzicielskich (mid-parent, MPH), jak rowniez wzgledem formy rodzicielskiej o lepszych
parametrach (best-parent, BPH). Warto$ci wspotczynnikow MPH oraz BPH wyrazono
w formie procentowej wykorzystujac nastgpujace formuty:

MPH =~ P 100%
“Twmp U

BrH = 5% 4 1000
~—pp 100
gdzie:

MPH — efekt heterozji mid-parent,

MP — éredni plon obu form rodzicielskich,

BPH — efekt heterozji best-parent,

BP — plon form rodzicielskich o wyzszym plonowaniu.
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WYNIKI

Wartosci wspotczynnika MPH dla badanych form wahaty si¢ w zakresie od -28%
do +129% przy zastosowaniu do projektowania formuty krzyzowania markerow o réznej
lokalizacji chromosomowej. Dla efektu BPH wartosci te wyniosly odpowiednio -38%
i+111%. Dodatkowo uzyskane wyniki poréwnano z wynikiem uzyskanym przy
wykorzystaniu do szacowania dystansu genetycznego ogélnej puli markerowej,
niezaleznie od lokalizacji chromosomowej i wykazano, ze wybor form w oparciu
0 0golng pule markeréw nie pozwolil w przeprowadzonym doswiadczeniu na uzyskanie
efektu heterozji.

WNIOSKI

— Wspolczynniki MPH i BPH uzyskane dla mieszancéw F; analizowanych w ramach
projektu byly znacznie wyzsze, niz prezentowane w publikacjach. Najbardziej
prawdopodobna przyczyna tej roznicy jest wykonanie do§wiadczenia w pojedynczym
roku na poletkach o relatywnie niewielkiej powierzchni.

— Analiza oparta na markerach lokalizujacych si¢ na konkretnych chromosomach
pszenzyta pozwala na duzo bardziej precyzyjng predykcje wystgpienia zjawiska
heterozji w pokoleniu F; w poréwnaniu z 0g6lng pulg markerowa.

4. ANALIZY TAKSONOMICZNE W OPARCIU O PULE MARKEROWE I WYBOR
GENOTYPOW DO KRZYZOWAN.

Celem tematu badawczego bylo zaplanowanie drugiej serii krzyzowan
z wykorzystaniem drugiego zestawu niezaleznie otrzymanych form mieszancowych.

Dane odnosnie efektu heterozji uzyskane w wyniku realizacji zadania 3 zostalty
zestawione z danymi analizy hierarchicznej. Analiz¢ ta wykonano w oparciu o markery
DNA lokalizujgce si¢ na poszczegolnych chromosomach pszenzyta. Na podstawie
markerow DNA, analizowanych oddzielnie dla kazdego z 21 chromosomoéw, oceniono
podobienstwo genetyczne analizowanych form pszenzyta. W oparciu o analize
porOwnawczg wytypowano te grupy markerow, ktorych wykorzystanie umozliwito
uzyskanie mieszancow o najwyzszym plonie. Rownolegle zgrupowano markery
lokalizujace si¢ na tych chromosomach, ktore daty najgorsze wyniki. W ramach realizacji
ponownie przeprowadzona analiz¢ statystyczng i na jej podstawie wytypowano nowe
formuty krzyzowan.

WYNIKI

Uzyskane warto$ci wspotczynnika maksymalnego dystansu genetycznego stanowily
podstawe do wyboru komponentow rodzicielskich do krzyzowan. Wybrano po jednej
parze genotypow skrajnych, ktére charakteryzowaly si¢ najwickszym zréznicowaniem
genetycznym w obregbie poszczegdlnych chromosomow i przeznaczono je na formy
rodzicielskie do krzyzowania (tab. 1).
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Tabela 1
Formuly krzyzowan zaplanowanych celem uzyskania drugiego zestawu mieszancéw F; do oszacowania
efektu heterozji

Lp. | Chromosom | Kombinacja krzyzowkowa

1 1A DC 07064-16 xBOH_2207-3
2 1B DL 678/12 xDANKO _12

3 IR cD 175/08 xDS_4211/11

4 2A L-203 xDL 643/09

5 2B B-210 xDANKO 11

6 2R DL 593/07 x DD_333/09

7 3A B-262 x L-205

8 3B MAH 34985-5 x DS 4043/13
9 3R DT 270/11 x BOH_1439-5
10 4A MAHD 35081-7 x DL_402/11
11 4B BOH_1439-8 x MAHD 35188-16
12 4R MAH 34964-2 x CT 08006/12
13 SA DL 26/13 x BOH_2039-2
14 5B DC_07063/03 xDS_4211/11
15 5R CT 08006/12 xL-207

16 6A BOH_1684-2 xLAD 21/11
17 6B DC_08220-4 xDANKO 8
18 6R B-263 xCT 10104-74

19 TA BOH_2039-2 x CT 08221/08
20 7B B-47 xDL_593/11

21 7R DC 07004-4 xDD 293/11

WNIOSKI

— Powtodrzenie analizy potwierdzito, Zze lokalizacja chromosomowa markeréw DArTseq
wplywa na uzyskiwane wartosci wspotczynnikow dystansu genetycznego pszenzyta.
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